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Verfahren zur Identifizierung von zellspezifischen Zielstrukturen 

BESCHREIBUNG : 

10 

Jft Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Identifizierung von zellspezifischen Zielstrukturen. 

Die Identifizierung zellspezifischer Zielstrukturen ist von zentraler Bedeutung bei der 
15 Aufklarung von Zell-Zell-Interaktionen, die unzahlige Wirkungen innerhalb eines 
Organismus nach sich ziehen konnen. Insbesondere die Kenntnis krankheitsspezifische 
Zielstrukturen ist eine entscheidende Voraussetzung fur die Entwicklung wirksamer und 
gleichzeitig nebenwirkungsarmer Arzneimittel. 

2 0 Es ist bekannt, daB Immunzellen (Lymphozyten) spezifische Kombinationen von Proteinen, 
auch Proteinkombinationsmuster bzw. kurz PKM genannt, exprimieren, die fur eine Bindung 
an Endothelzellen der Blutgefafie von Gehirn und Muskelgewebe verantwortlich sind. Andere 
^ Kombinationen von Proteinen fuhren dagegen nicht zu einer Bindung an diese 
Endothelzellen. Uberraschenderweise sind diese spezifischen Kombinationen interindividuell 

2 5 konstant und weisen immer dieselben Bindungsfunktionen auf. Es scheint sich folglich bei 
den spezifischen Proteinkombinationsmustern urn einen interindividuellen konstanten 
Lymphozyten Bindungs-Code der Zelloberflache fur organspezifische Endothelzell- 
oberflachen zu handeln, der eine zellspezifische Zielstruktur darstellt. Zellspezifische 
Zielstrukturen konnen folglich ganz spezifische Proteinkombinationsmuster aufweisen. 

30 

Auch invasive Tumorzellen verfugen iiber spezifische Proteinkombinationsmuster an ihren 
Zelloberflachen, die zu einem gezielten, d.h. organselektiven Invasiohsverhalten fuhren. 
Solche Proteinkombinationsmuster stellen daher Zielstrukturen fiir mogliche Arzneimittel 
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dar. 

Unbedingte Voraussetzung fur die Entwicklung solcher hoch-selektiver Arzneimittel ist 
jedoch die Kenntnis der molekularen Zusammensetzung dieser Zielstrukturen. 

5 

Aus dem Stand der Technik sind Verfahren zur Identifizierung von Zielstrukturen bekannt, 
die auf der Analyse von Gen-Expressionsprofilen von kranken Geweben oder Zellen im 
Vergleich zu Gen-Expressionsprofilen von gesunden Geweben oder Zellen beruhen, wobei 
sowohl Proteinexpressionsprofile als auch Expressionsprofile der Messenger Ribo- 
10 nukleinsaure (mRNA) AufschluB iiber das Auftreten neuer Proteine, fehlregulierter oder 
abnorm modifizierter Proteine in kranken Geweben oder Zellen geben sollen (z.B. in: F. 
i0 Lottspeich/H.Zorbas; Bioanalytik; Spektrum Akademischer Verlag; Heidelberg, 1998). 

Diese Verfahren gehen jedoch alle von Zellhomogenaten aus, denen in der Regel Tausende 
15 oder Millionen von Zellen zugrunde liegen, da nur mit Hilfe dieser Zellmengen 
Expressionsprofile der oben genannten Art erstellt werden konnen. In den Zellhomogenaten 
liegen die Zellen in aufgeschlossener Form vor, damit die Proteine oder mRNA-Molekiile mit 
Hilfe biochemischer Verfahren extrahiert und getrennt werden konnen. 

2 0 Nachteilig an diesen bekannten Verfahren ist jedoch, dafl sie nicht dazu geeignet sind, 

Proteinkombinationsmuster zu identifizieren, da die einzelnen Proteinkomponenten eines 
solchen Proteinkombinationsmusters durch die Erzeugung von Zellhomogenaten und durch 
4^,' die darauffolgenden Extraktionsvorgange vollstandig getrennt werden und die wesentliche 
Information bezuglich ihrer zell- und gewebetopologischen Lage verloren geht. Durch die 
25 Zerstorung der Zellkompartimente konnen weiterhin keine Informationen bezuglich der 
Kombinationen von Proteinen innerhalb dieser Zellkompartimente und ihre relative 
topologische Beziehung zueinander gewonnen werden. 

Ein weiterer Nachteil der bekannten Verfahren ist auflerdem, dafl keine Analytik auf dem 

3 0 Einzelzellniveau durchfuhrbar ist, so dafl Unterschiede der einzelnen Zellen bezuglich ihrer 

Proteinkombinationsmuster nicht erfaflbar sind. Auflerdem konnen Proteine, die nur in 
geringer Menge vorliegen, durch die bekannten Verfahren nicht detektiert werden. Dies 
betrifft insbesondere Proteine oder spezifische Proteinkombinationen, die beispielsweise nur 
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in wenigen, jedoch pathogenen, krankheitsspezifischen Zellen vorkommmen. 

Ein weiterer Nachteil der bekaruiten Verfahren besteht darin, daB die Praparationsschritte des 
Gewebes oder der Zellen von ihrer Entnahme oder Gewinnung bis zum Schritt der Isolierung 
5 bzw. Auftrennung von Proteinen einer groBen Zahl von variablen externen Einfliissen 
unterliegen konnen, die nur schwer kontrollierbar und zu vereinheitlichen sind. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher ein Verfahren der oben genannten Art bereitzustellen, 
durch das zellspezifische Proteinkombinationsmuster identifiziert werden konnen und durch 
1 0 das die aufgefuhrten Nachteile des Stands der Technik iiberwunden werden. 

W Diese Aufgabe wird gelost durch ein erfindungsgemafles Verfahren zur Identifizierung von 
zellspezifischen Zielstrukturen, das folgende Schritte umfaBt: (a) automatisiertes Aufbringen 
einer Reagenzlosung Yl, die mindestens ein Markiermolekiil aufweist, auf ein Objekt XI, 

1 5 das Zellen und/oder Zellmembranen aufweist, die einer Zell- oder Gewebeprobe entstammen; 
(b) Einwirken der Reagenzlosung Yl und automatisierte Detektion mindestens eines 
Markierungsmusters des mit der Reagenzlosung Yl markierten Objektes XI; (c) Entfernen 
der Reagenzlosung Yl vor oder nach der Detektion des Markierungsmusters und 
Wiederholung der Schritte a) und b) mit weiteren Reagenzlosungen Yn (n= 2, 3...N), die 

2 0 jeweils das mindestens eine Markiermolekiil und/oder mindestens ein anderes 
Markiermolekiil aufweisen; (d) Zusammenfassen der jeweils in Schritt b) detektierten 
Markierungsmuster zu einem komplexen molekularen Kombinationsmuster des Objekts XI; 
(e) Wiederholung der Schritte a) bis d) mit mindestens einem weiteren Objekt Xn (n= 2, 
3...N), das andere Zellen und/oder andere Zellmembranen aufweist, die einer anderen Zell- 

2 5 oder Gewebeprobe entstammen; (f) Ermitteln mindestens eines Unterschieds zwischen dem 

Kombinationsmuster des Objektes XI und dem Kombinationsmuster des Objektes Xn; (g) 
Identifizierung mindestens einer Reagenzlosung Yl oder Yn, deren Markierungsmuster den 
in Schritt f) ermittelten mindestens einen Unterschied verursacht; und (h) Selektion von 
Molekulen oder Molekulkomplexen, die durch das mindestens eine Markiermolekiil der in 

3 0 Schritt g) identifizierten Reagenzlosung Yl oder Yn gebunden werden, aus einem 

Homogenat von Zellen und/oder Zellmembranen, die der Zell- oder Gewebeprobe des sich 
gemaB Schritt f) unterscheidenden Objekts Xn entstammen; und (i) biochemisches 
Charakterisieren der gemaB Schritt h) selektierten Molekiile oder Molekulkomplexe. 
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Durch das erfindungsgemaBe Verfahren konnen die Proteinkombinationsmuster einzelner 
Zellen oder Zellmembranen von unterschiedlichen Zell- oder Gewebeproben vergleichend 
untersucht werden. Dabei konnen diejenigen Markiermolekiile identifiziert werden, die 
5 beispielsweise an ein bestimmtes Proteinkombinationsmuster oder an einen bestimmten 
Bereich eines solchen Proteinkombinationsmuster eines ersten Objektes binden, das einer 
ersten Gewebe- oder Zellprobe entstammt, und die gleichzeitig nicht an ein zweites Objekt 
binden, das einer zweiten Gewebe- oder Zellprobe entstammt. Mit Hilfe dieser identifizierten 
Markiermolekiile konnen nun unter Verwendung eines Probenanteils der ersten Gewebe- 

10 und/oder Zellprobe diejenigen molekularen Bereiche (Molekiile oder Molekulkomplexe) des 
Proteinkombinationsmusters aufgefiinden bzw. selektiert und anschliefiend charakterisiert 
jM Wrden, die durch die identifizierten Markiermolekiile gebunden werden. Auf diese Weise ist 
es moglich, sowohl die molekulare Zusammensetzung eines Proteinkombinationsmuster, die 
Anordnung der Molekiile innerhalb des Proteinkombinationsmusters und die Anordnung des 

1 5 Proteinkombinationsmusters innerhalb eines Gewebes oder eine Zelle zu erfassen. 

Eine besonders vorteilhafte Weiterbildung der Erfindung sieht vor, daB das in Schritt h) 
verwendete Homogenat vor Schritt h) durch Molekiil- oder Molekiilkomplextrennverfahren, 
insbesondere Proteintrennverfahren, in einzelne Homogenatbestandteile aufgetrennt wird. 

2 0 Auf diese Weise wird die Selektion der Molekiile oder Molekulkomplexe aus dem 

Homogenat auBerordentlich vereinfacht. 

Eine weitere vorteilhafte Weiterbildung des erfindungsgemaBen Verfahrens sieht vor, daB das 
Objekt XI Zellen und/oder Zellmembranen aufweist, die einer Zell- oder Gewebeprobe eines 
25 kranken Patienten entstammen, und daB mindestens ein anderes Objekt Xn Zellen und/oder 
Zellmembranen aufweist, die einer Zell- oder Gewebeprobe eines gesunden Probanden 
entstammen. So konnen krankheitsspezifische Zielstrukturen bzw. die entsprechenden 
Proteinkombinationsmuster identifiziert werden, so daB aufgrund der Kenntnis dieser 
krankheitsspezifischen Proteinkombinationsmuster hoch-spezifische Arzneimittel entwickelt 

3 0 werden konnen, die aufgrund eben dieser Spezifitat nahezu nebenwirkungsfirei sind. 

Eine weitere vorteilhafte Weiterbildung der Erfindung sieht vor, daB das Verfahren folgenden 
parallelen Schritt umfaBt: (x) Erstellen jeweils eines Proteinexpressionsprofils von jeweils 
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einem Probenanteil der Zell- oder Gewebeproben, von denen Zellen und/oder Zellmembranen 
in die Objekte XI und Xn eingehen, und Vergleichen des dem Objekt XI zuzuordnenden 
Proteinexpressionsprofils mit dem dem Objekt Xn zuzuordnenden Proteinexpressionsprofil, 
wobei mindestens ein Unterschied festgestellt wird. 

5 

Weiterhin kann das erfindungsgemaBe Verfahren nach Schritt x) folgenden Schritt umfassen: 
(y) Uberpriifen mindestens eines Proteins und/oder mindestens einer Proteinmodifikation, das 
oder die den in Schritt x) ermittelten Unterschied verursacht, beztiglich einer Bindung des 
mindestens einen Markiermolekiils der in Schritt g) identifizierten Reagenzlosung Yl oder 

10 Yn. Auf diese Weise kann ermittelt werden, ob es sich bei den durch Vergleich der 
Proteinexpressionsprofile festgestellten Unterschiede urn verfahrensbedingte Artefakte (siehe 
oben) oder um tatsachlich signifikante Unterschiede handelt, da sie auch durch das 
erfindungsgemaiJe Verfahren ermittelt werden konnten. Das erfindungsgemaBe Verfahren 
kann folglich auch als wesentliche Erganzung zu den bereits bekannten Verfahren verwendet 

15 werden. ■ ' 

In einer weiteren besonders vorteilhaften Weiterbildung der Erfindung ist vorgesehen, dafl 
mindestens ein in Schritt a) und/oder Schritt c) verwendetes Markiermolekiil mindestens ein 
Protein und/oder mindestens eine Proteinmodifikation bindet, das oder die den in Schritt x) 
ermittelten Unterschied" verursacht. Durch bekannte Verfahren konnen beispielsweise 
Antikorper oder Liganden entwickelt werden, die Proteine oder Proteinmodifikationen 
binden, die durch den Vergleich von Proteinexpressionsprofilen als Bereiche von 
Zielstrukturen ermittelt wurden. Durch den Einsatz dieser Antikorper oder Liganden in dem 
erfindungsgemaBen Verfahren kann iiberpriift werden, ob die durch den Vergleich von 
Proteinexpressionsprofilen ermittelten Proteine Proteinkombinationsmuster erzeugen oder 
nicht 

Weiterhin kann mindestens ein in Schritt a) und/oder Schritt c) verwendetes Markiermolekiil 
Fluorochrom-konjugiert sein. Durch eine solche Fluoreszensmarkierung ist ein Markier- 
3 0 molekiil besonders leicht detektierbar. 

Weiterhin kann mindestens ein in Schritt a) und/oder Schritt c) verwendetes Markiermolekul 
ein Antikorper sein, wobei der Antikorper einer Antikorperbibliothek entnommen werden 
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kann, wobei die Antikorperbibliothek eine naive oder eine nicht-naive Antikorperbibliothek 
sein kann. Bei einer sogenannten naiven Antikorper-Bibliothek handelt es sich urn eine 
Bibliothek, deren Antikorper keine bekannte Spezifitat aufweisen, wahrend die Antikorper 
der nicht-naiven Antikorperbibliothek bekannte Molekiile, wie Proteine oder Glykoproteine 
5 erkennen. Durch Verwendung einer nicht-naiven Bibliothek ist also gleich bei Identifizierung 
eines Antikorpers eine Information dazu vorhanden, welches Molekiil oder welche Molekiile 
der Antikorper bindet. 

Weiterhin kann mindestens ein in Schritt a) und/oder Schritt c) verwendetes Markiermolekiil 
10 ein Ligand sein. Der Ligand kann einer Ligandenbibliothek entnommen werden, wobei die 
Ligandenbibliothek eine naive oder eine nicht-naive Ligandenbibliothek sein kann. Die 
Bezeichnungen "naiv" und "nicht-naiv" sind in Analogie zu den obigen Ausfiihrungen zu 
verstehen. 

15 Nach dem Entfernen der Reagenzlosung gemafi Schritt c) kann ein Waschschritt folgen, in 
dem eine Waschlosung auf das Objekt XI aufgebracht und nach einer vorbestimmten Zeit 
wieder entfernt wird. Auf diese Weise wird ausgeschlossenen, daB eine neu aufgebrachte 
Reagenzlosung durch eine vorher aufgebrachte Reagenzlosung verunreinigt wird. 

2 0 Schritt d) kann in vorteilhafter Weise durch computergestutzte Bildiiberlagerungen erfolgen. 

Das Verfahren kann beliebig oft wiederholbare Bleichungszyklen, insbesondere nach Schritt 
b), umfassen. Durch solche Bleichungszyklen wird verhindert, daB Markierungen, die bereits 
detektiert wurden in einem nachfolgenden Schritt erneut detektiert werden. 

Weiter Einzelheiten, Merkmale und Vorteile der Erfindung ergeben sich aus der folgenden 
Beschreibung eines Ausfuhrungsbeispiels. 

In dem Ausfuhrungsbeispiel wird eine Gewebe- oder Zellprobe in zwei Probenanteile 
,3 0 unterteilt. Der erste Probenanteil dient als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung eines 
Homogenats zur biochemischen Proteincharakterisierung nach den bekannten Verfahren. 
Insbesondere werden Verfahren, wie die 2D-Gelelektrophorese, zur Erstellung von 
Proteinexpressionsprofilen angewendet. 
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Der zweite Probenanteil wird zur Herstellung von Gewebeschnitten bzw. von Zellpraparaten 
mit intakten Zellen verwendet. Handelt es sich bei dem zweiten Probenanteil urn einen 
Gewebeblock, so wird von diesem ein Gewebeschnitt hergestellt. Falls es sich hingegen um 
Zellen in einer Suspension handelt, werden diese Zellen in intakter Form auf eine Oberflache, 
5 insbesondere auf einen Objekttrager aufgebracht. Das auf diese Weise erhaltene erste Objekt 
wird den folgenden automatisierten Verfahrenschritten unterworfen: 

I. Aufiiahme einer ersten Reagenzlosung Yl mit ein oder mehreren fluorochrom- 
konjugierten Antikorpern einer nicht-naiven Antikorperbibliothek; 

10 2. Aufpipettieren dieser Reagenzlosung Yl auf das erste Objekt; 

3. Inkubation des Objekts mit dieser Losung Yl bei einer bestimmten Temperatur, 
j} y insbesondere Raumtemperatur; 

4. Entfernen dieser Reagenzlosung; 

5. Einmaliges oder mehrmaliges Auftropfen einer Waschlosung und anschliefiendes 
15 Entfernen; 

6. Aufbringen einer Pufferlosung auf das erste Objekt; 

7. Detektion des Fluoreszensverteilungsmuster, wobei bei Verwendung von mehreren 
Fluorochromen selektive Fluoreszensaufnahmefilter bei der Bildaufhahme verwendet werden. 
In diesem Schritt wird festgestellt, ob und an welchen Orten der oder die Antikorper in der 

2 0 Probe Bindungssignale zeigen. Es werden Positiv-Signale und Negativ-Signale gleicher- 
maflen fur jeden Bildpunkt bzw. Ortspunkt der Zellen oder des Gewebes des ersten Objektes 
digital registriert; 

8. Aufpipettieren einer weiteren Waschlosung; 

9. Bleichen der Probe mit Hilfe einer Fluoreszensanregung, wobei der Bleichungsvorgang 
2 5 dann beendet ist, wenn keine Fluoreszens mehr detektiert werden kann; 

1 0. Entfernen der weiteren Waschlosung; 

II. Aufiiahme einer Reagenzlosung Y2 mit einem oder mehreren ebenfalls fluorochrom- 
konjugierten Antikorpern einer anderen oder der gleichen Antikorperbibliothek; 

12. Aufpipettieren der Reagenzlosung Y2 auf das erste Objekt. 

30 

Dieses Verfahren wird durch Wiederholung der Schritte 1 bis 10 fortgesetzt, wobei die 
Reagenzlosungen Y3, Y4, Y5..Yn verwendet werden, die Antikorper oder Liganden von 
nicht-naiven oder naiven Bibliotheken enthalten konnen. Ein- und dasselbe Objekt kann auf 



diese Weise mit einer komplett naiven Bibliothek oder mit einer komplett nicht-naiven 
Bibliothek, oder mit einer gemischt nicht-naiven und naiven Bibliothek untersucht werden. 

Jeder dieser Verfahrenszyklen (Schritte 1 bis 10) wird durch Registrierung eines 
korrespondierenden Phasenkontrastbildes oder Differentialinterferenzkontrastbildes beendet. 

Aus den jeweils in Schritt 7 registrierten Markierungsmustern werden die existierenden 
Signalkombinationen nnd die nicht existierenden Signalkombinationen, die gesamtheitlich 
ein Kombinationsmuster ergeben, durch computergesteuerte Bildiiberlagerungen ermittelt. 

Dieses fur das erste Objekt ermittelte Kombinationsmuster wird mit anderen 
Kombinationsmustern von anderen Proben bzw. Probanden, Zellen oder Zustanden oder 
Krankheiten verglichen, die mit denselben Reagenzlosungen nach denselben standardisierten 
oben aufgefuhrten Verfahrensschritten analysiert wurden. 

Sollten bei diesem Vergleich eindeutige, fur die untersuchte Probe oder die fur einen Zustand, 
eine Zellform, eine Krankheit oder eine Funktion spezifische Signalkombinationen 
resultieren, beruhen diese Signalkombinationen auf spezifischen, d.h. selektiven molekularen 
Interaktionen und charakterisieren daher den Zustand, die Krankheit , die Funktion oder die 
Zellform. Den ermittelten Signalkombinationen konnen die entsprechenden Antikorper oder 
Liganden zugeordnet werden. 

Die auf diese Weise herausgefilterten Antikorper und/oder Liganden werden nunmehr dazu 
eingesetzt, um in dem ersten Probenanteil diejenigen Proteine, Glycoproteine oder andere 
Kohlenhydratstrukturen "herauszufischen", die diese Liganden oder Antikorper spezifisch 
binden konnen. Dazu werden die in der biochemischen Analytik bekannten Verfahren 
eingesetzt. Die so gefundenen Molekiile konnen einzelne Molekiilspezies oder Komplexe aus 
verschiedenen Molekiilspezies sein. In beiden Fallen stelleri sie hoch spezifische 
Zielstrukturen, insbesondere fiir dip Entwicklung von Arzneimitteln dar. 
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Verfahren zur Identifizierung von zellspezifischen Zielstrukturen 



ANSPRUCHE : 

10 



4 



Verfahren zur Identifizierung von zellspezifischen Zielstrukturen, folgende Schritte 
umfassend 



15 a) automatisiertes Aufbringen einer Reagenzlosung Yl, die mindestens ein 
Markiermolekiil aufweist, auf ein Objekt XI, das Zellen und/oder Zellmembranen 
aufweist, die einer Zell- oder Gewebeprobe entstammen; 

b) Einwirken der Reagenzlosung Yl und automatisierte Detektion mindestens eines 
2 0 Markierungsmusters des mit der Reagenzlosung Yl markierten Objektes XI ; 

c) Entfernen der Reagenzlosung Yl vor oder nach der Detektion des 
^ Markierungsmusters und Wiederholung der Schritte a) und b) mit weiteren 

Reagenzlosungen Yn (n= 2, 3..;N), die jeweils das mindestens eine Markiermolekiil 
2 5 und/oder mindestens ein anderes Markiermolekiil aufweisen; 

d) Zusammenfassen der jeweils in Schritt b) detektierten Markierungsmuster zu einem 
komplexen molekularen Kombinationsmuster des Objekts XI ; 



30 



Wiederholung der Schritte a) bis d) mit mindestens einem weiteren Objekt Xn (h= 2, 
3...N), das andere Zellen und/oder andere Zellmembranen aufweist, die einer anderen 
Zell- oder Gewebeprobe entstammen; 



Ermitteln mindestens eines Unterschieds zwischen dem Kombinationsmuster des 
Objektes XI und dem Kombinationsmuster des Objektes Xn; 

Identifizierung mindestens einer Reagenzlosung Yl oder Yn, deren 
Markierungsmuster den in Schritt f) ermittelten Unterschied verursacht; 

Selektion von Molekiilen oder Molekulkomplexen, die durch das mindestens eine 
Markiermolekiil der in Schritt g) identifizierten Reagenzlosung Yl oder Yn gebunden 
werdeh, aus einem Homogenat von Zellen und/oder Zellmembranen, die der Zell- 
oder Gewebeprobe des sich gemafi Schritt f) unterscheidenden Objektes Xn 
entstammen; und 

biochemisches Charakterisieren der gemaJi Schritt h) selektierten Molekiile oder 
Molekiilkomplexe. 

Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das in Schritt h) verwendete Homogenat vor Schritt h) durch Molekiil- oder 
Molekiilkomplextrennverfahren, insbesondere Proteintxennverfahren, in einzelne 
Homogenatbestandteile aufgetrennt wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet 

daB das Objekt XI Zellen und/oder Zellmembranen aufweist, die einer Zell- oder 
Gewebeprobe eines kranken Patienten entstammen, und dafi mindestens ein anderes 
Objekt Xn Zellen und/oder Zellmembranen aufweist, die einer Zell- oder 
Gewebeprobe eines gesunden Probanden entstammen. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Verfahren folgenden parallelen Schritt umfaBt: 

Erstellen jeweils eines Proteinexpressionsprofils von jeweils einem Probenanteil der 



Zell- oder Gewebeproben, von denen Zellen und/oder Zellmembranen in die Objekte 
XI und Xn eingehen, und 

Vergleichen des dem Objekt XI zuzuordnenden Proteinexpressionsprofils mit dem 
dem Objekt Xn zuzuordnenden Proteinexpressionsprofil, wobei mindestens ein 
Unterschied festgestellt wird. 

Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Verfahren nach Schritt x) folgenden Schritt umfaBt: 

Uberpriifen mindestens eines Proteins und/oder mindestens einer Proteinmodifikation, 
das oder die den in Schritt x) ermittelten Unterschied verursacht, beziiglich einer 
Bindung des mindestens einen Markiermolekuls der in Schritt g) identifizierten 
Reagenzlosung Yl oder Yn. 

Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB mindestens ein in Schritt a) und/oder Schritt c) verwendetes Markiermolekul 
mindestens ein Protein und/oder mindestens eine Proteinmodifikation bindet, das oder 
die den in Schritt x) ermittelten Unterschied verursacht. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche 
dadurch gekennzeichnet, 

daB mindestens ein in Schritt a) und/oder Schritt c) verwendetes Markiermolekul 
Fluorochrom-konjugiert ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB mindestens ein in Schritt a) und/oder Schritt c) verwendetes Markiermolekul ein 
Antikorper ist. 

Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 



daB der Antikorper einer Antikorperbibliothek entnommen wird, wobei die 
Antikorperbibliothek eine naive oder eine nicht-naive Antikorperbibliothek ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB mindestens ein in Schritt a) und/oder Schritt c) verwendetes Markiermolekiil ein 
Ligand ist. 

Verfahren nach Anspruch 1 0, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Ligand einer Ligandenbibliothek entnommen wird 3 wobei die 
Ligandenbibliothek eine naive oder eine nicht-naive Ligandenbibliothek ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB nach dem Entfernen der Reagenzlosung gemaB Schritt c) ein Waschschritt folgt, 
in dem eine Waschlosung auf das Objekt XI aufgebracht und nach einer 
vorbestimmten Zeit wieder entfemt wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB Schritt d) durch computergestiitzte Bildiiberlagerungen erfolgt. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Verfahren beliebig oft wiederholbare Bleichungszyklen, insbesondere nach 
Schritt b), umfaBt. 
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Verfahren zur Identifizierung von zellspezifischen Zielstrukturen 

ZUSAMMENFASSUNG : 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Identifizierung von zellspezifischen 
Zielstrukturen, folgende Schritte umfassend: a) automatisiertes Aufbringen einer 
Reagenzlosung Yl, die mindestens ein Markiermolekiil aufweist, auf ein Objekt XI, das 
Zellen und/oder Zellmembranen aufweist, die einer Zell- oder Gewebeprobe entstammen; 

b) Einwirken der Reagenzlosung Yl und automatisierte Detektion mindestens eines 
Markierungsmusters des mit der Reagenzlosung Yl markierten Objektes XI; 

c) Entfernen der Reagenzlosung Yl vor oder nach der Detektion des 
Markierungsmusters und Wiederholung der Schritte a) und b) mit weiteren 
Reagenzlosungen Yn (n= 2, 3...N), die jeweils das mindestens eine Markiermolekiil 
und/oder mindestens ein anderes Markiermolekiil aufweisen; 

d) Zusammenfassen der jeweils in Schritt b) detektierten Markierungsmuster zu einem 
komplexen molekularen Kombinationsmuster des Objekts XI ; 

e) Wiederholung der Schritte a) bis d) mit mindestens einem weiteren Objekt Xn (n= 2, 
3...N), das andere Zellen und/oder andere Zellmembranen aufweist, die einer anderen 
Zell- oder Gewebeprobe entstammen;- 

f) Ermitteln mindestens eines Unterschieds zwischen dem Kombinationsmuster des 
Objektes XI und dem Kombinationsmuster des Objektes Xn; 

g) Identifizierung mindestens einer Reagenzlosung Yl oder Yn, deren 
Markierungsmuster den in Schritt f) ermittelten Unterschied verursacht; 

h) Selektion von Molekiilen oder Molekiilkomplexen, die durch das mindestens eine 
Markiermolekiil der in Schritt g) identifizierten Reagenzlosung Yl oder Yh gebunden 
werden, aus einem Homogenat von Zellen und/oder Zellmembranen, die der Zell- 
oder Gewebeprobe des sich gemaB Schritt f) unterscheidenden Objektes Xn 
entstammen; und 

i) biochemisches Charakterisieren der gemaB Schritt h) selektierten Molekiile oder 
Molekiilkomplexe. 



